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果を比較検討した。
　膵癌細胞株に EGFR-TKIを添加すると NSCLC細
胞株と同様、全ての細胞株でオートファジー誘導が
確認された。一方、マクロライドを添加すると、オー
トファジー阻害効果により p62や LC3-IIの蓄積を
認め、EM像では細胞質内に分解処理されない数多
くのオートファゴソーム/オートリソソームが観察
された。種々の濃度下でマクロライド 3剤間のオー
トファジー阻害効果の比活性を LC3-II/GAPDHを
指標に比較すると、AZMが最も強く、EM900、
CAMの順であった。これらマクロライドは単剤で
は細胞毒性をほとんど示さず、 EGFR-TKIと併用す
ることで殺細胞効果を著しく増強した。また、この
増強効果はオートファジー阻害比活性と相関した。
興味深いことに、マクロライド＋ EGFR-TKI併用
による細胞死増強は、当初は ERストレス負荷によ
るアポトーシスを想定していたが、アポトーシスは
ほとんど観察されず、ネクロプトーシスが誘導され
た。
　以上より、膵癌に対する EGFR-TKI治療効果を
上げる “chemo-sensitizer”としてのマクロライド化
合物の有用性が示唆された。
　（12員環マクロライド EM900は、北里生命科学
研究所 砂塚敏明教授のご厚意により供与された。）
P2-28.
大腸癌肝転移成立の機序の検討 ─ 特に遺伝子
配列の変異に起因しないエピジェネティックな
変化として、遺伝子プロモーター領域のメチル
化に焦点を当てる ─
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【背景】　大腸癌の予後改善には肝転移の制御が重要
であり、もしどのような大腸癌が肝へ血行性転移す
るのかを転移成立前に知ることができたら、それは
臨床的に大きな意味を持つ。同じ大腸癌でも転移能
を有さない低悪性度の癌があることが臨床的に知ら
れている。樹立された細胞株の中にも、臨床の癌同
様、高悪性度細胞株と低悪性度細胞株がある。我々
はそのメチル化の異常が、発癌以降の癌の生物学的
態度、すなわち癌の浸潤や遊走、および転移に関わ
る遺伝子の発現抑制、または促進に関与している可
能性を考えた。
【目的 1】　我々は高転移細胞株 KM12SMと転移を
有さない親株 KM12Cの違いを、エピジェネティッ
クな変化（メチル化）の違いと考えた。
【方法 1】　両細胞株の CpGアイランドのメチル化
の頻度の違いを網羅的に解析した。
【結果 1】　KM12SMでは KM12Cに比し、Rho GTPase 
activating protein 28（ARHGAP28）のコードする遺
伝子のプロモーター領域の CpGアイランドが検索
内で最も高メチル化に状態にあった。
【背景 2】　ARHGAP28は GTPase活性化タンパク質
（GAP）のひとつであり、活性型 RhoA-GTPを不活
性型に GTPaseを通じて不活性型にする。RhoAは
細胞遊走に関与する低分子 Gタンパクである。
【目的 1】　KM12SMでは KM12Cの RhoA活性を比
較する。
【方法 2】　Westernと ELISAで活性型 RhoA-GTP量
を比較した。
【結果 2】　Westernと ELISA の両方とも、KM12SM
は KM12Cより活性型 RhoA-GTPの量が多かった。
【結論】　ARHGAP28が GAPとして働く RhoAが、
転移能に関与する因子である可能性を得た。
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肺がんにおける Argonauteファミリーの発現・
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　Argonaute （AGO）ファミリー（AGO1～4）は、20
～25塩基の短鎖 non-coding RNAである microRNA 
（miRNA）と RNA-induced silencing complex （RISC）
とよばれる複合体を形成し、miRNAの相補的な配
列を有する mRNAに結合する。RISCが結合した
mRNAは、分解もしくは翻訳抑制を受けて、その
発現が抑制される。また、がん組織における
miRNA発現パターンの変化は詳細に解析され、
miRNAによる RNA干渉機構は、がん形質の維持に
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重要であることが明らかとなっている。一方、がん
における AGOファミリーの解析はほとんどされて
おらず、その発現および機能は不明な点が多い。そ
こで本研究は、がんにおける AGOファミリーの機
能を明らかにすることを目的とした。ヒト肺がん細
胞株および肺がん組織における AGOファミリーの
発現を解析したところ、AGO1および AGO2の高
い発現が認められた。続いて肺がんにおける AGO1
および AGO2 の機能を明らかにするために、
CRISPR/Cas9 systemを用いて AGO1, 2欠損ヒト肺
がん細胞株を作成し、機能解析を行った。その結果、
AGO1もしくは AGO2単独の欠損では影響が認め
られなかったが、AGO1, 2両欠損細胞株で有意に増
殖が低下した。この結果は、新しい治療標的として
の AGOファミリーの可能性を示すと同時に、
AGO1と AGO2の間には機能の重複が有り、各々
が補うようにがんの増殖を維持していることを示唆
している。さらに、一部のヒト肺がん組織では、
AGO1および AGO2が核内に局在していたことか
ら、核内における mRNAの重要な生成過程である
RNAスプライシングの解析を行った。その結果、
AGO1および AGO2両欠損細胞株では、いくつか
のがん遺伝子の選択的スプライシングに異常がある
ことが示された。AGOファミリーは細胞質におけ
る RNA干渉だけでなく、核内におけるスプライシ
ング機構などの制御も介して、がん形質の維持に働
いている可能性が示唆された。
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【背景と目的】　多発性骨髄腫における骨髄内の「低
酸素環境」は、基礎的、臨床的にも研究対象として
高い注目を集めている。これまでの低酸素応答研究
は、短期間（数時間～数日）の低酸素曝露による解
析が一般的であり、骨髄内のような慢性的な低酸素
環境を解析するには不十分であった。そこで、骨髄
腫細胞と低酸素環境との相互作用を解析する目的
で、低酸素環境でも増殖可能である骨髄腫細胞亜株
（低酸素耐性株）によるモデル実験系の構築を試み
た。
【方法】　ヒト骨髄腫由来細胞株 IM-9を、低酸素状
態（1% O2）のマルチガスインキュベーター（MCO-
5AC, Panasonic）内で 6ヶ月間以上培養して低酸素
耐性株を樹立した。親株と低酸素耐性亜株における
細 胞 表 面 マ ー カ ー 解 析（CD19, CD38, CD138, 
CD49e）をフローサイトメトリーによって、核型解
析を G-band染色法によって行った。それぞれの細
胞から total RNA を抽出し、GeneChip Human ST 
array（Affymetrix）を用いて遺伝子発現解析を行っ
た。さらに、低酸素耐性亜株をマトリゲルに封入し
てヌードマウス皮下に移植して生体内での挙動を解
析した。
【結果・考察】　長期的な低酸素環境下での培養の結
果、低酸素環境でも増殖可能な亜株（低酸素耐性株
IM-9-HR）の樹立に成功した。IM-9-HRは親株
IM-9と比較して形態、核型において顕著な相違は
見られなかったが、細胞表面マーカーおよび遺伝子
発現の解析結果からインテグリンを含む細胞接着系
の発現が IM-9-HRで上昇していた。また、マウス
皮下に移植したマトリゲル内の IM-9は腫瘤を形成
しなかったのに対し、IM-9-HRは過剰な腫瘤形成
および血管新生を誘導した。この IM-9-HRは骨髄
内の低酸素環境に存在する骨髄腫細胞のモデル系と
して有用であると考えられた。
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